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Samenvatting
Levende wezens zijn in hun bestaan afhankelijk van communicatie, het afgeven en ontvangen van
signalen. In biochemische zin kan signaaloverdracht worden omschreven als het doorgeven van
chemische boodschappen van de omgeving van een cel (of organisme) naar het interne van de
cel, chemische signalen van de ene kant van de cel naar de andere kant en uit verspreiden van
chemische signalen naar de buitenwereld. Door middel van signaaloverdracht is een organisme in
staat zijn leefomgeving waar te nemen en kan zo bijvoorbeeld voedsel en gevaar traceren. 
De slijmschimmel Dictyostelium foliumzuurmolekulen toeneemt. De
discoideum, studieobject in dit Dictyostelium cellen bewegen zich in de
proefschrift, is een microörganisme dat richting van de toenemende
de bodem van de Noordamerikaanse foliumzuurconcentratie, en proces dat
bossen als natuurlijke leefomgeving chemotaxis genoemd wordt. Wanneer
heeft. Dictyostelium heeft een een amoebe gedurende enige tijd geen
fascinerende levenscyclus, waarin na voedsel meer kan vinden, verdwijnt de
een lange tijd van voedselopname en gevoeligheid voor foliumzuur en in de cel
vermeerdering van het aantal cellen een wordt het signaalmolekuul cyclisch AMP
metamorfose optreedt van het solitaire (cAMP) gevormd. Deze stof wordt door
eencellige stadium naar een meercellig de cel uitgescheiden en diffundeert in de
organisme. Onder gunstige omgeving. Naburige cellen nemen met
omstandigheden leeft het organisme als hun cAMP-receptoren de stof waar en
amoebe, zich voedend met bacteriën, reageren hierop met het zich in de
sporen van andere organismen en doo richting van de hongerende cel te
organisch materiaal. Wanneer de bewegen. Bovendien beginnen deze
voedselvoorraad dreigt op te raken, is dit cellen zelf ook cAMP te vormen en uit te
voor de slijmschimmel een aanzet tot de scheiden. Op deze manier ontstaat er
ontwikkeling naar het meercellige een aggregaat van enkele tienduizenden
stadium, het vruchtlichaam, bestaande uit tot honderdduizend cellen vanwaaruit het
een hoofdje gevuld met sporen dat vruchtlichaam zich ontwikkelt. 
gedragen wordt door een steeltje, van Cellen kunnen zich verplaatsen door
een tot enkele millimeters groot het vormen van pseudopodia,
(hoofdstuk 1, figuur 5). uitstulpingen van de celmembraan. Dit
De aanwezigheid van bacteriën wordt gebeurt onder invloed van de
door de Dictyostelium amoeben intracellulaire signaalstof cyclisch GMP
waargenomen met behulp van (cGMP). Stimulatie van de cAMP
receptoren, complexe molekulen die zich receptor heeft tot gevolg dat de aanmaak
in de celmembraan bevinden, waaraan van cGMP in de cel bijna onmiddellijk
foliumzuur bindt dat uitgescheiden wordt stijgt. Het cGMP zorgt er op zijn beurt
door bacteriën (zie figuur 1, hoofdstuk 1). voor dat er bundeltjes ontstaan van het
De cellen zijn in staat de positie van hu “spiermolekuul” myosine, die vorm geven
voedselbron te lokaliseren doordat in de aan de schijnvoetjes. 
richting van de bacteriën het aantal De opeenvolging van reakties als
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gevolg van het binden van het ligand gedeelte van de cAMP receptor dat
cAMP aan de receptor wordt het binnenin de cel zit, komt een reeks
signaaloverdracht netwerk genoemd. In serinegroepen voor die gefosforyleerd
dit proefschrift worden de waarnemingen worden zodra er cAMP aan de receptor
beschreven van experimenten, die er op bindt. In hoofdstuk 2 wordt het onderzoek
gericht waren de werking te begrijpen beschreven aan een mutante cellijn, die
van een drietal verschillende een cAMP receptor aanmaakt, waarin de
componenten van dit netwerk. serinegroepen verwijderd zijn. Hierbij is
Een overzicht van de componenten er gekeken welk effect het ontbreken van
van het signaaloverdracht mechanisme in deze groepen heeft op de adaptatie van
eukaryote (kernhoudende) cellen wordt de cAMP en cGMP respons. Het blijkt dat
uiteengezet in het eerste hoofdstuk. De de adaptatie en deadaptatie van de
membraanreceptoren zijn binnenin de cel cGMP respons en de cAMP respons
gekoppeld aan de G-eiwitten, die een gescheiden processen zijn. Het
schakeling vormen tussen de receptor en ontbreken van fosforylatie van de
hun doel, de enzymen. De funkties en receptor heeft geen invloed op de
eigenschappen van de belangrijkste adaptatie en deadaptatie van de cGMP
enzymen, de adenylyl cyclases, respons. Voor de cAMP respons is de
fosfolipase C en guanylyl cyclase worden conclusie genuanceerder. Naast een
behandeld. Zijdelings worden de schier normale adaptatie van de cAMP
oneindige groepen van kinase produktie vertoonden de cellen een
(fosfaatkoppelende enzymen) en opvallend snel herstel van de
fosfatases (fosfaatsplitsende enzymen) gevoeligheid van de cAMP respons,
onder de aandacht gebracht. De inleiding wanneer de stimulus werd weggewassen
besluit met een overzicht van het van de cellen. Voor het adapteren van de
signaaloverdracht mechanisme in cAMP respons moet er nog factor zijn,
Dictyostelium, de huidige stand van die tot op heden onbekend is. De
zaken. fosfoserines zijn wel betrokken bij het
Een belangrijke eigenschap van de ongevoelige toestand, zolang dez
receptor is adaptatie, het tijdelijk gebonden is aan het ligand. 
ongevoelig worden voor cAMP na
blootstelling aan een bepaalde Cyclisch AMP wordt gesynthetiseerd
concentratie cAMP. De geadapteerde door het enzym adenylyl cyclase.
receptor kan alleen nog geaktiveerd Dictyostelium bezit twee genen die elk
worden door een cAMP stimulus met een coderen voor zo’n eiwit. Het eerste
hogere concentratie dan de vorige. De adenylyl cyclase (ACA) wordt
oorzaak van adaptatie is mogelijk het aangemaakt vanaf het hongerende
verbreken van het contact tussen de stadium en heeft zijn maximum in het
receptor en het G-eiwit, bijvoorbeeld door begin van de ontwikkeling. Het tweede
vormverandering van de receptor. Het is cyclase, ACG, wordt alleen gevonden in
bekend dat het koppelen van de sporecellen, in het laatste stadium van
fosfaatgroepen aan een eiwit dit soort de ontwikkeling. Het ACA is betrokken bij
verandering teweeg kan brengen. In het a l l e c A M P - a f h a n k e l i j ke
vasthouden van de receptor in
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ontwikkelingsprocessen met uitzondering Hoofdstuk 4 bevat een verzameling van
van de sporevorming. De eigenschappen studies die zich concentreren op het
van dit eiwit zijn in de voorgaande jaren guanylyl cyclase. Dit enzym is
uitvoerig gerapporteerd. In hoofdstuk 3 verantwoordelijk voor de synthese van
wordt een uitgebreide studie cGMP. Het toenemen en afnemen van de
gepresenteerd van de eigenschappen cGMP produktie is een ingewikkeld
van ACG. Het molekuul onderscheidt samenspel van factoren. Er is altijd wel
zich in zijn bouw van andere adenylyl een beetje aanmaak van cGMP, maar n
cyclases; het vertoont juist meer stimulatie van de cAMP receptor neemt
gelijkenis met de zogenaamde de produktie snel toe. De piek in de
membraangebonden guanylyl cyclases. synthese ligt op 10 seconden na
In de beschreven experimenten werd receptorstimulatie, een 30-45 seconden
gebruikt van een mutante cellijn, met een later is het enzym weer terug in
uitgeschakeld ACA gen, waarin het ACG rusttoestand. Het gevormde cGMP heeft
eiwit gedurende de hele levensyclus maar een beperkte levensduur, omdat
wordt aangemaakt. Stimulatie van de het spoedig wordt afgebroken door
cAMP receptor veroorzaakte een fosfodiësterases, enzymen die juist weer
toename van de cAMP concentratie in de geaktiveerd worden door een
cel en - even later- ook buiten de cel, een toenemende hoeveelheid cGMP. In het
bewijs voor koppeling tussen de receptor eerste deel van het hoofdstuk wordt
en ACG. De waargenomen cAMP aangetoond dat bovendien Ca een
respons vertoont een adaptatie en remmende werking heeft op
deadaptatie lijkend op die van ACA. Het Dictyostelium guanylyl cyclase.
toevoegen van cafeine en adenosine aan In de loop der jaren zijn er veel
receptorstimuli heeft een remmende experimentele gegevens verzameld over
werking op de aktivatie van ACG. In de regulatie van de cGMP repons. In het
tegenstelling tot het eiwit ACA blijkt de tweede deel van hoofdstuk 4 zijn deze
e n z y m a k t i v i t e i t v a n  A CG gegevens samengebracht in een
temperatuurgevoelig te zijn. De mathematisch model. Met behulp van
overdracht van het signaal van de computersimulaties wordt in een viertal
gestimuleerde receptor naar aktivatie van wiskundige modellen van de cAMP
ACG gebeurt zonder tussenkomst van G- receptor gekeken naar het effect van
eiwit en het eiwit CRAC, factoren die voor stimulatie met verschillende
ACA-aktivatie juist onmisbaar zijn. concentraties cAMP. De snelheid van
Tenslotte blijkt dat het ACG geaktiveerd cGMP vorming, het tijdstip en de hoogte
wordt wanneer de foliumzuurreceptor van de piek en het terugkeren naar
gestimuleerd wordt, een eigenschap die rusttoestand wordt vergeleken met de
ook gevonden wordt bij het guanylyl waarden die gevonden zijn in eerdere
cyclase. Het totaalbeeld dat van ACG experimenten. Vervolgens worden
verkregen is, toont een verrassend eiwit simulaties gepresenteerd waarin de
dat eigenschappen combineert die activiteit van het cGMP afbrekende
typerend zijn voor adenylyl en guanylyl fosfodiësterase wordt verkleind. De
cyclases. ontstane cGMP respons blijkt veel
2+
overeenkomst te vertonen met de
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respons die waargenomen is bij een het pas gekloneerde guanylyl cyclase
mutant waarin het fosfodiësterase gen zullen in de toekomst interessante
ontbreekt. Tot slot wordt in een aantal onderwerpen  zijn.
simulaties de remmende invloed van Ca2+
ionen op guanylyl cyclase vergeleken
met de resultaten van chemische
experimenten. 
In het laatste deel van het hoofdstuk
wordt de zoektocht beschreven naar het
gen dat codeert voor het guanylyl
cyclase. In een groeiend aantal
organismen werd de afgelopen tien jaar
een of meerdere guanylyl cyclase genen
geïsoleerd. Uit vergelijking van de
aminozuurvolgorde van deze eiwitten
blijkt dat er bepaalde motieven zijn die
telkens terugkeren. Aan de hand van
deze geconserveerde gebieden is met
verschillende technieken geprobeerd
(een deel van) het Dictyostelium guanylyl
cyclase gen in handen te krijgen. Geen
van de pogingen die hier beschreven zij
heeft het gewenste resultaat opgeleverd.
Tijdens het schrijven van dit proefschrift
zijn andere medewerkers van de
vakgroep erin geslaagd een gen te
isoleren dat op een aantal cruciale
punten gelijkenis vertoont met andere
guanylyl cyclase genen. In de appendix
van het hoofdstuk wordt hierop ingegaan
en aangetoond dat het gevonden gen
dusdanig afwijkend is, dat het met de
eerder gevolgde strategieën ook niet
gevonden had kunnen worden.
Samenvattend kunnen we stellen dat de
verschillende onderzoeken verklaringen
hebben aangedragen voor de werking
van het signaaloverdracht systeem in
Dictyostelium. Het is echter ook duidelijk
dat ons inzicht in de complexe materie
nog lang niet volledig is. Met name de
studie van het adaptatieproces van de
cAMP receptor en de bevindingen van
